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@)Resumen: 

Mejoras en el procedimiento de obtencion de /3-D- 

falactopiranosil-xilosas utilizables para la evaluacion 
iagndstica de la. lactasa intestinal. 
Procedimiento enzimatico de obtencion de 0-0- 

falactopiranosil-xilosas utilizabfes para la evaluacion 
iagndstica de ia lactasa intestinal, caracterizado 
porque dicho procedimiento comprende: a) reaccion 
de xtlosa y un sustrato /3-D-galactopirandsiclo en pre- 
sencia de una enzima /?-glicosidasa, siendo la con- 
centracion de xilosa de 2 a 20 veces superior a la 
del /?-D-galactopirandsido, en un medio acuoso tam- 
ponade a pH comprendido entre 5.0 y 9.0 y a una 
tem^eratura comprendida entre 4 y 37 6 C. b) desacti- 
vacidn de la enzima /?-glicosidasa cuando se alcanza 
el maximo rendimiento de formacion de disaca'ridos 
detectado mediante cromatografia en capa fina. c) 
aislamiento de los disacaridos formados mediante fil- 
tracion en columnas de relleno, utilizandose como 
eluyente agua 0 mezclas agua/alcohol. 
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DESCRIPCION 

Mejoras en el procedimiento de obtencidn de 0-D-galactopiranosil-xilosas utilizables para la evaluacidn 
diagnostica de la lactasa intestinal. p i«Gv rt iu<u,ion 

5 

Sector de la te'cnica 

Sector ciencias de la salud, tecnicas de diagndstico de lactasa intestinal. 
10 Estado de la tecnica 

La lactasa intestinal es la enziraa responsable de hidrolizar la lactosa ingerida en la dieta en sus 

^XT'r H m fi ° nOSaCand K S '- glUC . 0Sa /| alaC , t0Sa ' Para que sean a bsorbidos defde el intestine y metabo- 
11 ^ a Q ? e J C,enaa ° baja act ' v,dad «> lactasa intestinal es rara como error metabdlico congenito, 
pero es un s ndrome muy frecuente en humanos adultos. En individuos que presentan baja actividad 

?2 > ' nteSt,n p ' C ° nS rL Ci6n de l6Che 163 Pr ° VOCa la a P arici6n de trasto?nos gastrico tale como 

I nf/ a f a ^ P ° r tai ! t0 ' la de erm,nacidn de la actividad lactasa intestinal es de importancia tanto 
en pediatna como en gastroenterologfa. H 

En la patente espanola ES-P-9001680 se describe un metodo no cruento, de facil manejo y directo 
dtZrJJl r? 0 -, ^ 't ^^/^^ intestinal basado en la administracion oral de un dWarido 
de estructura similar a la lactosa, la 4-0-/3-D-galactopiranosil-D-xilosa de formula I, y analisis de la D 
xilosa excretada en orma med.ante colorimetria. Este metodo mejora a los descritos previamente en las 
fa S InJVTk** E t S ;P- 4 J 8590 y ES-P-482073, que hacen uso tambien de un disacarido der vado de 
W a S^Si;t2 Per ° neC6Sitan ^ Un Cromat ^ afo d * P- ' a detecoidn de la 
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La patente espanola ES-P-9502185 describe an procedimiento simplificado de obtencidn del compuesto 
I junto con los regioisomeros 2-O^-D-galactopiranosil-D.xilosa de formula II y 3-0./3.D.galactS?r«S£ 
?m S n,rt I"™ 11 " " esta , patente se reivindica el uso de las /3-D-galactopir^ 

LinlL H i a T ^ T valuacion Aagno8t,«i de la lactasa intestinal, y se observa que los disacaridos de la 
?S^i/L^ meJ °r SUStratos la lactasa intestinal que el compuesto de formula I y que la 
3-O-metiWactosa, a pesar de que estas ultimas son estructuralmente mas parecidas a la lactosa 
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*n m ~rl P ro f dimient .° <* e obtencion de los compuestos I, II y III segun la patente ES-P9502185, se realiza 

TJttr ll H reaCC1 ° r 6 D ; X l l0 % a Y , Un SUS i rat ° ^D-galactopirandsido en presencia de una enzima 
/3-galactosidasa, preferentemente la /?-galactosidasa de E. coli r segun el esquema de reaccidn 
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Descripcion de la invencidn 

La presente invencidn tiene como objeto mejorar el procedimiento descrito en la patente espanoia 
ES-P-9502185, mediante la obtencion de reacciones con altas proporciones de los disacaridos II y III, 
mejores sustratos de la lactasa intestinal que I, empleando enzimas de diferentes fuentes. Tambie'n se 
describe y reivindica la preparation, empleando el mismo procedimiento, de los disacaridos analogos que 
contienen un residuo de xilosa de la serie L: los compuestos 2-0 -0-D-galactopiranosil-L- xilosa (formula 
IV), 3-0-0-D-galactopiranosil-L-xilosa (formula V) y 4-0-£-D-gaIactopiranosil-L-xilosa (formula VI). Se 
ha observado que IV, V, y VI son sustratos de la enzima lactasa intestinal, conduciendo tras hidrdlisis a 
D-galactosa y L-xilosa, esta ultima detectable mediante colorimetn'a. Por tanto, los compuestos IV, V, 
VI son potencialmente utilizables en la evaluation diagndstica de la lactasa intestinal. 



El procedimiento de obtencion de los disacaridos /?-D-gaIactopiranosil-D- y L-xilosas (compuestos I- 
VI) se lleva a cabo a partir de D-xilosa o L-xilosa y un sustrato /3-D-galactopirandsido, preferentemente 
o-nitrofenil /?-D-galactopirandsido o lactosa, en presencia de una enzima /5-glicosidasa. La concentracid n 
de xilosa esta comprendida entre 2 y 20 veces la concentracidn del sustrato /3-D-galactopiranosilo dador. 
El medio de reaccidn es agua tamponada a pH de 5.0 a 9.0, en presencia o ausencia de codisolventes misci- 
bles con agua tales como acetonitrilo, dimetilformamidao dimetilsulfoxido. La temperatura de la reaccidn 
puede ser cualquiera dentro del rango 4 a 37°C control andose el progreso mediante cromatograffa en capa 
fina o cromatograffa de gases. Cuando se alcanza el maximo rendimiento de formation de disacaridos, 
la reaccion se puede parar por congelacidn a -70° C y posterior liofilizacion, o por desnaturalizacidn de la 
enzima por calentamiento de la mezcla de reaccidn a 100°C o por separation y recuperacidn de la enzima 
del medio de reaccion mediante tecnicas de ultrafiltration. El aislamiento de los disacaridos form ados 
puede realizarse bien por coiumna de filtration con Sephadex G-10 o Biogel P2, o bien, de forma mas 
economica, con una coiumna de carbon active El eluyente puede ser agua o mezclas agua-alcohol. 

Los resultados obtenidos con diversas enzimas comerciales: /?-galactosidasa de testiculo bovino, /?- 
galactosidasa de hfgado bovino, /3-galactosidasa de Escherichia coli /?-galactosidasa de Aspergillus oryzae 
y /3-galactosidasa de Saccharomyces fragilis (todas ellas comercializadas por Sigma Aldrich Espana) y 
la propia enzima lactasa intestinal aislada de intestino de cordero, se resumen en las tablas I y II. Los 
resultados se presentan en te'rminos de rendimientos de los compuestos I-III y IV-VI, empleando D- y 
L-xilosa respectivamente, referidos a la cantidad inicial de o-nitrofenil galactosido usado en la reaccidn. 
De los resultados recogidos en la coiumna "Relation de II 4- III/P' de la tabla I puede observarse que las 
enzimas de testiculo bovino, de Aspergillus oryzae, de Saccharomyces fragilis, y lactasa intestinal dieron 
valores mas altos que la enzima de Escherichia coli, utilizada en la patente ES-P-9502185. Por tanto, 
estas enzimas mejoran el procedimiento descrito en la patente ES-P-9502185 con vistas a obtener mezclas 
mas enriquecidas en los disacaridos II y III. 

La relation de disacaridos I-III y IV- VI obtenidos de la coiumna cromatografica se determino por 
cromatograffa de gases con un cromatografo equipado con detector de ionizacidn de llama y coiumna 
capilar SE-54 (15 m de longitud, 0.15mm de diametro interno y 0.3 mm de espesor). En los analisis se 
empleo un flujo de nitrdgeno de 1 mL/min. El programa de temperaturas utilizado fue: temperatura 
inicial 160 °C; tiempo inicial 2 min; incremento de temperatura 5°C/min; temperatura final 250°C. Las 
muestras se analizaron tras trimetilsililacion mediante el protocolo siguiente: una alicuota (10 ml) se 
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congelo y tiofihzo, al residue seco se adiciono piridina (25 mL) que contenia como referenda interna 
bencil xilopiranosido (1 mM) y tf-trimetilsilimidazol (25 mL), y se continuo la calefaccidn a 60°C durante 
30 mm. Los tiempos de retencion de los picos asignables a los distintos disacaridos fueron los siguientes: 

bencil xilopiranosido (referenda interna): 13,39 min. 
4-0-£?-D-galactopiranosil-D-xilosa, disacarido I: 22,10 y 22,23 min. 

2- 0-/5-D-galactopiranosil-D-xilosa, disacarido II: 19,83 y 20,96 min. 

3- 0-/?-D-galactopiranosil-D-xilosa, disacarido III: 19,67 min. 

2- 0-/5-D-galactopiranosiI-L-xilosa, disacarido IV: 19,67 y 21,04 min. 

3- 0-/?-D-galactopiranosil-L-xilosa, disacarido V: 19,54 y 19,83 min. 

4- 0-^-D-galactopiranosil-L-xilosa, disacarido VI: 20,95 min. 

Los siguientes ejempios muestran el procedimiento de si'ntesis y las medidas de actividad de los com- 
puestos IV-VI frente a la lactasa intestinal de cordero. 

Modo de realizacion de la invencidn 

Ejemplo 1 

Preparation de una mezcla de 4-0 -0-D-gatactopiranosil- D-xilosa (disacarido I), 2-0-(3-D-galactopirano- 
szl-D-xilosa (disacarido II) y 3-0-/3-D-galactopiranosil-D'-xilosa (disacarido III) 

A una solucidn de o-nitrofenil /3-D-galactopirandsido (Ig, 32mM) y D-xilosa (5g, 320mM) en azua 
tamponada (26mM acido acetico, lOOmM piridina, pH 5.8), se adiciono /3-galactosidasa de Aspergillus 
oryzae de Sigma (8,3 mg, 5,3 u/mg) y la mezcla se incubd a 37°C durante 50 min. Pasado este tiempo 
la mezcla se calento a 100°C durante 10 min, se concentrd y el residue resultante se introdujo en una 
columna de carbon activado utilizando un gradiente de agua-etanol 1:0 -> 85:15. Se eluyeron primero los 
monosacaridos D-xilosa y galactosa, y seguidamente la mezcla de los disacaridos I, II y III. Se obtuvieron 
370 mg de mezcla de disacaridos (36% relativo a los equivalentes de o-nitrofenil /?-D-galactopirandsido 
iniciales), en una relacidn I:II:III de 1.0:9.0:8.5 respectivamente. 

i^o ^L^ofor 1 " 10103 l > 11 y 111 se caracteriz aron como se ha descrito anteriormente en la patente original 
bo-r -9 502 185. 

Ejemplo 2 

Preparation de una mezcla de 2-0 -f3-D-galactopiranosil-L-xilosa (disacarido IV), 3-0-j3-D-galactovira- 
nosil-L-xilosa (disacarido V) y 4-0-j3-D-galactopiranosil-L-xilosa (disacarido VI) 

A una solucidn de o-nitrofenil £-D-galactopirandsido (lg, 32mM) y L-xilosa, (5g, 320mM) en agua 
tamponada (26mM acido acetico, lOOmM piridina, pH 5.8), se adiciono /?-galactosidasa de Aspergillus 
oryzae de Sigma. (8,3 mg, 5,3 u/mg) y la mezcla se incubd a 37°C durante 50 min. Pasado este tiempo 
la mezcla se caiento a 100°C durante 10 min, se concentrd y el residuo resultante se introdujo en una 
columna de carbon activado utilizando un gradiente de agua-etanol 1:0 -> 85:15. Se eluyeron primero los 
monosacaridos L-xilosay galactosa, y seguidamente la mezcla de los disacaridos IV, V y VI Se obtuvieron 
404 mg de mezcla de disacaridos (39% relativo a los equivalentes de o-nitrofenil /3-D-galactopirandsido 
iniciales), en una relacidn IV:V:VI de 1:4:10 respectivamente. 

De las distintas fracciones que conteman los disacaridos IV, V y VI, pudieron separarse algunas con 
cada uno de ellos puro, que se utilizaron para caracterizarlos por RMN. 

Con objeto de caracterizar y determinar de forma inequivoca la regioqufmica del enlace formado las 
fracciones ennquecidas en cada uno de los disacaridos IV, V y VI se acetilaron y los productos resultantes 
se aislaron por HPLC semipreparativo (columna fase normal Si0 2 , hexano-acetato de etilo 1:1 deteccidn * 
por indice de refraccion). Posteriormente, se registrd el espectro de ! H-RMN (200 MHz, CDCM de ios 
derivados obtenidos. 

Ensayo cinetico de la hidrdlisis in vitro de IV, V, y VI por la lactasa intestinal 

Los disacaridos /?-D-galactopiranosit-L-xilosas (compuestos IV, V y VI) y lactosa como referenda se 
incubaron en presencia de la lactasa intestinal de cordero a pH 6,0, segun el metodo de A. Rivera-Sagredo 
F.J. Canada, O. Nieto, J. Jimenez- Barbero y M. Martin- Lomas, Eur. J. Biochem. 209 (1992) 415-4'>*>' 
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Todos las /3-D-galactopiranosil-L-xilosas fueron sustratos de la enzima y dieron lugar a D-galactosa y L- 
xilosa tras hidrdlisis, con los siguientes resultados, relativos a constantes de Michaelis (K m ) y velocidades 
maxim as (V max ): 



Disacarido 


K m (mM) 


v max (%) 


lactosa 


11 


100 


disacarido IV 


36 


17 


disacarido V 


4 


53 


disacarido VI 


47 


51 
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REIVINDICACIONES 

1. Procedimiento enzimatico de obtencidn de /?-D-galactopiranosil-xilosas utilizabies para la eva- 
luation diagndstica de la lactasa intestinal, caracterizado porque dicho procedimiento comprende: 

a) reaccidn de xilosa y un sustrato /3-D-galactopirandsido en presencia de una enzima ,tf-glicosidasa, 
siendo la concentration de xilosa de 2 a 20 veces superior a la del £?-D-galactopirandsido, en un 
medio acuoso tamponado, a pH comprendido entre 5,0 y 9,0 y a una temperatura comprendida 
entre 4 y 37°C. 

b) desactivacidn de la enzima ^-glicosidasa cuando se alcanza el maximo rendimiento de formacidn de 
disacaridos detectado mediante cromatograffa en capa fina. 

c) aislamiento de los disacaridos formados mediante filtration en columnas de relleno, utnizandose 
como eluyente agua o mezclas agua/alcohol. 

2. ^ Procedimiento enzimatico de obtencidn de /3-D-galactopiranosil-xilosas utilizabies para la eva- 
luation diagnostica de la lactasa intestinal, segun la reivindicacidn 1, caracterizado porque la xilosa 
empieada pertenece a la serie D. 

3. Procedimiento enzimatico, de obtencidn de /?-D-galactopiranosil-xilosas utilizabies para la eva- 
luation diagnostica de la lactasa intestinal, segun la reivindicacidn 1, caracterizado porque la xilosa 
empieada pertenece a la serie L. 

4. ^ Procedimiento enzimatico de obtencidn de /?-D-galactopiranosil-xilosas utilizabies para la eva- 
luation diagnostica de la lactasa intestinal, segun la reivindicacidn 1, caracterizado porque el /?-D- 
galactopirandsido utilizado es o-nitrofenil /?-D-galactopirandsido. 

5. Procedimiento enzimatico, de obtencidn de 0-D-galactopiranosil-xilosas utilizabies para la eva- 
luation diagnostica de la lactasa intestinal, segun la reivindicacidn 1, caracterizado porque el /3-D- 
galactopirandsido utilizado es lactosa. 

6. ^ Procedimiento enzimatico de obtencidn de /?-D-galactopiranosil-xilosas utilizabies para la eva- 
luation diagnostica de la lactasa intestinal, segifti las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la 
enzima /?-giicosidasa es una /?-galactosidasa de testfculo bovino. 

7. Procedimiento enzimatico de obtencidn de 0-D-galactopiranosil-xilosas utilizabies para la eva- 
luation diagnostica de la lactasa intestinal, segun las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la 
enzima /?-glicosidasa es una /3-galactosidasa de higado bovino. 

8. ^ Procedimiento enzimatico de obtencidn de 0-D-gaiactopiranosil-xilosas utilizabies para la eva- 
luation diagnostica de la lactasa intestinal, segiin las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la 
enzima /?-glicosidasa es una /?-galactosidasa de Escherichia coli. 

9. Procedimiento enzimatico de obtencidn de £-D-galactopiranosil-xilosas utilizabies para la eva- 
luation diagnostica de la lactasa intestinal, segiin las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la 
enzima /?-glicosidasa es una /3-galactosidasa de Aspergillus oryzae. 

10. Procedimiento enzimatico de obtencidn de /?-D-galactopiranosil-xilosas utilizabies para la eva- 
luation diagnostica de la lactasa intestinal, segiin las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la 
enzima /?-glicosidasa es una /3-galactosidasa de Saccharomyces fragilis. 

11. Procedimiento enzimatico de obtencidn de /3-D-galactopiranosil-xilosas utilizabies para la eva- 
luation diagnostica de la lactasa intestinal, segun las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque la 
enzima /?-glicosidasa es una lactasa intestinal. 

12. Procedimiento enzimatico de obtencidn de 0-D-gaIactopiranosil-xilosas utilizabies para la eva- 
luation diagnostica de la lactasa intestinal, segiin las reivindicaciones 1-9, caracterizado porque la 
desactivacidn de la enzima /3-glicosidasa se realiza mediante calefaccidn a 100 °C. 

13. Procedimiento enzimatico de obtencidn de 0-D-galactopiranosil-xilosas utilizabies para la eva- 
luation diagnostica de la lactasa intestinal, segiin las reivindicaciones 1-9, caracterizado porque la 
desactivacidn de la enzima tf-glicosidasa se realiza mediante congelation a -70 °C y posterior liofilizacidn. 
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[A. Procedimiento enzimatico de obtencidn de /}-D-galactopiranosil-xilosas utilizables para la eva- 
luation diagnostica de la lactasa intestinal, segun las reivindicaciones 1-11, caracterizado porque la 
reaccion se lleva a cabo en presencia de codisolventes miscibles con agua tales como acetonitrilo, dime- 
tilformamida o dimetilsulfdxido. 

5 

L5. Procedimiento enzimatico de obtencidn de /?-D-galactopiranosil-xilosas utilizables para la eva- 
luation diagnostica de la lactasa intestinal, segun las reivindicaciones 1-12, caracterizado porque las 
columnas de filtracion para el aislamiento de los disacaridos estan rellenas con Sephadex G-10 d Biogel 
P-2. 

10 

16. Procedimiento enzimatico de obtencidn de ,tf-D-galactopiranosil-xilosas utilizables para la eva- 
luacion diagnostica de la lactasa intestinal, segun las reivindicaciones 1-12, caracterizado porque las 
columnas de filtracion para el aislamiento de los disacaridos estan rellenas con carbon activo. 
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